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5 Be s chr eibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung 
von Erythropoietin zur Stimulierung der physiologi- 
schen Mobilisierung, Proliferation und Differenzie- 
rung endothelialer Vorlauf erzellen, zur Stimulie- 
rung der Vaskulogenese, zur Therapie von Krankhei- 
ten, die mit einer Dysfunktion endothelialer Vor- 
lauferzellen im Zusammenhang stehen, und zur Her- 
stellung pharmazeutischer Zusammensetzungen zur Be- 
handlung solcher Krankheiten sowie pharmazeutische 
15 Zusammensetzungen, die Erythropoietin und andere 
geeignete Wirkstoffe zur Stimulation endothelialer 
VorlMuf erzellen umfassen. 

Das Gefaliendothel ist eine Schicht von Zellen, die 
die BlutgefaBe auskleidet. Das Endothel trennt das 

20 Blut von anderen Gef aftschichten, wobei das Endothel 
: nicht allein eine passive Barriere darstellt, son- 
dern aktiv in die Regulation des Gefaiitonus ein- 
greift. Dement sprechend wird auch von einer Endo- 
thel-abhangigen Vasodilatation gesprochen. Auf 

25 Grund seiner Lage ist das Endothel permanent dem 
hamodynamischen Stress und dem metabolischen Stress 
ausgesetzt. Bei pathogenen Zustanden, beispielswei- 
se erhShtem Blutdruck, erhohten LDL-Werten oder er- 
hohtem Blutzucker, kommt es daher haufig zu funkti- 

30 onellen Defekten des Endothels, denen dann morpho- 
logisch fassbare Schaden, wie die Bildung athe- 
rosklerotischer Plaques folgen konnen. Ein sehr 
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friihes Zeichen einer geanderten beziehungsweise re- 
duzierten endothelialen Funktion beziehungsweise 
endothelialen Dysfunktion ist eine Verminderung der 
Endothel-abhangigen Vasodilatation. 

Bei koronarer Herzkrankheit (KHK) , aber auch bei 
vorhandenen Risikof aktoren ohne KHK, beispielsweise 
Hypertonie, Hyper lipoproteinamie oder Diabetes, au- 
Bern sich Endothel-Funktionsdef ekte in einer ver- 
minderten Produktion von NO (=EDRF) und erhohter 
Endothelin-Produktion. Hohe Plasmaspiegel von Endo- 
thelin fuhren zu abnormalem Zusammenwachsen von 
Zellen, Entziindungen, Gef aftwucherungen und starken 
Gefaliverengungen. Endothel-Funktionsstorungen sind 
zudem durch eine verstarkte Produktion von Adhasi- 
15 onsmolekUlen wie ICAM-1 und VCAM-1 gekennzeichnet , 
wodurch Thromozyten und Monozyten in erhohtem Malie 
am Endothel haften. Dadurch bedingt koitimt es zu ei- 
ner Erhohung des Gefafitonus. Somit bildet sich bei 
verschiedensten Systemen ein Ungleichgewicht her- 
20 aus, wobei Vasokonstriktion, Adhasion, Aggregation, 
Koagulation, Atherosklerose und Athero thrombose be- 
. giinstigt werden. Selbst mentaler Stress fuhrt zu 
einer messbaren Endothel-Dysfunktion, die bis zu 4 
Stunden anhalten kann. 

25 Endothelzellen sind auch an der Bildung neuer Blut- 
gefalie beteiligt. Die Bildung von BlutgefaJben ist 
bei einer Vielzahl von Vorgangen, wie zum Beispiel 
der Embryogenese, dem weiblichen Reproduktionszyk- 
lus, der Wundheilung, dem Tumorwachstum und der Ne- 

30 ovaskularisierung ischamischer Bereiche, von Bedeu- 
tung. UrsprUnglich wurde die postnatale BlutgefaB- 
bildung, also die Blutgef afibildung nach der Geburt, 



hauptsachlich auf angiogenetische Prozesse zuruck- 
gefuhrt. Unter Angiogenese wird die Ausbildung neu- 
er Blutgefafie durch das Aussprossen von Kapillaren 
aus einem bereits bestehenden Gef^Ii system verstan- 
den. Bei der Angiogenese wird zunachst die die 
Blutgefafie umgebende Basalmembran mittels proteoly- 
tischer Enzyme abgebaut und die extrazellul&re Mat- 
rix im perivaskuiaren Raum f ragmentiert . Die dabei 
f reigesetzten angiogenen Stimuli bewirken, dass be- 
reits vorhandene ausdif f erenzierte Endothelzellen 
in Richtung des chemotaktischen Reizes migrieren, 
wobei sie gleichzeitig prolif erieren und umgebaut 
werden. Durch die Aneinanderlagerung von Endothel- 
zellen werden dann neue Gef afischleif en mit einem 
kapillarf ormigen Lumen ausgebildet. Danach setzt 
die Synthese einer neuen Basalmembran ein. 

Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass die Bil- 
dung neuer Blutgefafie im adulten Organismus nicht 
nur auf Angiogenese beruht, sondern auch auf vasku- 
logenetischen Mechanismen. Unter Vaskulogenese wird 
die Gef afineubildung aus sich in situ differenzie- 
, renden endothelialen Vorlauf erzellen verstanden. 
Das Dogma , dass die Vaskulogenese auf die Embryoge- 
nese beschrankt ist, wurde durch den Nachweis endo- 
thelialer Vorlauf erzellen (EPC) im peripheren Blut 
von gesunden Menschen und Tieren widerlegt. Unter 
Verwendung von Tiermodellen konnte belegt werden, 
dass die aus dem Knochenmark stammenden endothelia- 
len Vorlauf erzellen aktiv an der Neovaskularisation 
beteiligt sind. Auch wurde gezeigt, dass sich an 
ischctmischen Stellen eine spezifische CD34-positive 
Untergruppe von Leukozyten festsetzt, die Endothel- 
spezifische Antigene exprimiert. Dariiber hinaus 
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lassen sich aus CD133 + - und CD34 + -Zellen in vitro 
endotheliale Vorlauf erzellen (EPC) gewinnen, die 
einen signif ikanten Beitrag zur Blutgef afibildung im 
adulten Organismus leisten (Asahara et al., Scien- 
5 ce, 275 (1997), 964-967; Crosby et al., Circ. Res., 
87 (2000), 728-730; Gehling et al,, Blood, 95 
(2000), 3106-3112). Ferner wurde gezeigt, dass die 
Injektion von isolierten CD34" I "-Zellen oder kulti- 
vierten endothelialen Vorlauf erzellen die Wieder- 

10 herstellung des Blutflusses bei diabetischen Mausen 
beschleunigt (Schatteman et al., J. Clin. Invest., 
106 (2000), 571-578) und die Neovaskularisierung in 
vivo verbessert (Asahara et al., Circ. Res., 85 
(1999), 221-228; Crosby et al., Circ. Res., 87 

15 (2000), 728-730; Murohara et al., J. Clin. Invest., 
105 (2000), 1527-1536). Daruber hinaus ' konnte ge- 
zeigt werden, dass eine durch CD34 + -Zellen indu- 
zierte Neovaskularisierung die Herzfunktion verbes- 
sert (Kocher et al., Nat. Med., 7 (2001), 430-436). 

20 Die der Mobilisierung und Dif f erenzierung endothe- 
lialer Vorlauf erzellen zugrunde liegenden Mechanis- 
. men sind jedoch noch nicht vollstandig geklSrt. Mo- 
lekular- * und zellbiologische Untersuchungen deuten 
darauf hin, dass verschiedene Cytokine und angioge- 

25 ne Wachstumsf aktoren stimulierend auf die Mobili- 
sierung endothelialer * Vorlauf erzellen im Knochen- 
mark wirken. So ist bekannt, dass proangiogene Fak- 
toren wie VEGF und GM-CSF die Anzahl endothelialer 
Vorlauf erzellen erhohen konnen (Asahara et al., 

30 EMBO J., 18 (1999), 3964-3972; Takahashi et al., 
Nat. Med., 5 (1999), 434-438). Bei VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor) handelt es sich urn ein 
in verschiedenen Isoformen vorkommendes Protein, 



das an die beiden Tyrosinkinase-Rezeptoren VEGF-R1 
(flt-1) und VEGF-R2 (flk-1) bindet, die beispiels- 
weise auf der Oberfl&che wachsender Endothelzellen 
vorkommen (Wernert et al., Angew. Chemie, 21 
(1999), 3432-3435). Die Aktivierung der VEGF- 
Rezeptoren fuhrt iiber den Ras-Raf-MAP-Kinase-Weg 
zur Expression von Proteinasen und spezifischen In- 
tegrinen auf der Oberflache von Endothelzellen be- 
ziehungsweise endothelialen Vorl^uf erzellen und 
schliefilich zur Initiierung der Proliferation und 
Migration dieser Zellen in Richtung des angiogenen 
Stimulus. Bei GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen- 
Koloniestimulierender Faktor) handelt - es sich urn 
ein Cytokin, das bislang vor allem fur die Stimula- 
tion weifier Blutkorperchen einschliefilich 
Neutrophiler, Makrophagen und Eosinophiler bekannt 
war. Von PIGF ( Plazenta-Wachstumsf aktor) ist be- 
kannt, dass er die Mobilisierung von Endothel- 
Vorlauf erzellen stimuliert, nicht jedoch deren Pro- 
liferation. Aus Untersuchungen von Llevadot et al. 
(J. Clin. Invest., 108 (2001), 399-405) geht her- 
vor, dass HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren, insbeson- 
- dere Statine, die al.s Lipid-senkende Medikamente 
eingesetzt werden und Morbiditat und Mortalitat von 
Koronarkrankheit reduzieren, endotheliale Vorlau- 
f erzellen mobilisieren kQnnen. Dimmeler et al . (J. 
Clin. Invest., 108 (2001), 391-397) konnten ferner 
zeigen, dass Statine wie Atorvastatin und Simvasta- 
tin die Dif f erenzierung endothelialer Vorlauf erzel- 
len in mononuclearen Zellen und CD34 + -Stammzellen, 
die aus peripherem Blut isoliert wurden, in vitro 
und in vivo signifikant verbessern. So ■ f uhrte die 
Behandlung von Mausen mit Statinen zu einer erhoh- 
ten Anzahl dif f erenzierter endothelialer Vorlaufer- 



zellen, wobei Statine eine gleich starke Wirkung 
wie VEGF zeigten. 

Die Stimulierung der Mobilisierung und/oder Diffe- 
renzierung endothelialer Vorlauf erzellen stellt ei- 
ne wichtige neue therapeutische Strategie zur Erh6- 
hung der postnatalen Neovaskularisation, insbeson- 
dere der Vaskulogenese, und zur Behandlung von 
Krankheiten, die im Zusammenhang mit einer Dysfunk- 
tion von endothelialen Vorlauf erzellen und/oder En- 
dothelzellen stehen, dar. 

Der vorliegenden Erfindung liegt das technische 
Problem zugrunde, Mittel und Verfahren zur verbes- 
serten Stimulation endothelialer Vorlauf erzellen 
und zur Therapie von Erkrankungen bereitzustellen, 
die im Zusammenhang mit einer Dysfunktion endothe- 
lialer Vorlauf erzellen und/oder Endothelzellen ste- 
hen. 

Die vorliegende Erfindung lost dieses technische 
Problem durch die Lehre, Erythropoietin und/oder 
dessen Derivate zur Stimulation der physiologischen 
' Mobilisierung' endothelialer Vorlauf erzellen, der 
Proliferation endothelialer Vorlauf erzellen, der 
Dif f erenzierung endothelialer Vorlauf erzellen zu 
Endothelzellen und/oder der Migration endothelialer 
Vorlauf erzellen in Richtung eines angiogenen Oder 
vaskulogenen Stimulus in einem menschlichen oder 
tierischen K6rper zu verwenden. Die vorliegende Er- 
findung lost dieses technische Problem auch durch 
die Lehre, Erythropoietin und/oder dessen Derivate 
zur Therapie von Krankheiten oder krankhafte Zu- 
standen, die mit einer Dysfunktion von endothelia- 
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len Vorlauferzellen und/oder Endothelzellen im Zu- 
sammenhang stehen, zu verwenden. 

ErfindungsgemaB wurde Uberraschenderweise festge- 
stellt, dass eine Behandlung mit Erythropoietin zur 
physiblogischen Mobilisierung endothelialer Vorlau- 
ferzellen ftihrt, wobei die Anzahl zirkulierender 
endothelialer Vorlauferzellen erhoht und deren Dif- 
ferenzierung induziert wird. Dariiber hinaus werden 
unter bestimmten pathologischen Zustanden auftre- 
tende funktionelle Defizite der endothelialen Vor- 
lauferzellen ausgeglichen. Erf indungsgemaii konnte 
gezeigt werden, dass bei Patienten mit chronischer 
Nierenerkrankung im Endstadium die Anzahl zirkulie- 
render endothelialer Vorlauferzellen genauso hoch. 
ist wie bei gesunden Probanden, wobei die endothe- 
lialen Vorlauferzellen bei diesen Patienten jedoch 
die Fahigkeit zur Dif ferenzierung zu Endothelzellen 
verloren haben. So ist bei Patienten mit chroni- 
scher Nierenerkrankung die Anzahl von Zellen, die 
adhasionsfahig sind und einen endothelialen Zell- 
Phanotyp zeigen, gegenuber gesunden Probanden deut- 
. lich vermindert. Erf indungsgemaii wurde nun festge- 
stellt, dass nach Behandlung dieser Patienten mit 
Erythropoietin die Anzahl zirkulierender Stammzel- 
len signifikant urn mehr als 50% ansteigt. Dabei er- 
hoht sich insbesondere die Anzahl von Zellen, die 
einen endothelialen Phanotyp entwickeln, drama- 
tisch. Wie mittels ein'es f unktionellen Zellkultur- 
testes nachgewiesen, erh6ht sich durch die Erythro- 
poietin-Behandlung die bei den Patienten mit chro- 
nischer Nierenerkrankung beeintrachtigte Fahigkeit 
der endothelialen Vorlauf erzellerzellen zur Adhasi- 
on urn das Dreifache. Die Fahigkeit von sich diffe- 



renzierenden endothelialen Vorlauferzellen bezie- 
hungsweise von Endothelzellen zur Adhasion ist eine 
der Grundvoraussetzungen zur Ausbildung neuer Gewe- 
be und/oder Gefafie. Erythropoietin kann auf diese 
Weise die Neovaskularisierung, insbesondere die 
Vaskulogenese, in Geweben oder Organen, in denen 
entsprechende vaskulogene oder angiogene Stimuli 
freigesetzt werden, induzieren. 

Erfindungsgemali kann Erythropoietin (im Folgenden 
EPO genannt) zur Stimulierung der physiologischen 
Mobilisierung endothelialer Vorlauferzellen, der 
Proliferation endothelialer Vorlauf erzellen, der 
Differenzierung der endothelialen Vorlauf erzellen 
zu Endothelzellen und/oder zur Migration endotheli- 
aler Vorlauferzellen in Richtung eines vaskulogenen 
Oder angiogenen Stimulus in einem menschlichen oder 
tierischen KSrper, insbesondere einem adulten Orga- 
nismus, verwendet werden. Erfindungsgemali kann E- 
rythropoietin daher in vorteilhafter Weise zur Sti- 
mulation der Gefafineubildung durch Vaskulogenese in 
Geweben oder Organen eingesetzt werden, in denen 
pathologische Gef aliveranderungen vorliegen. Durch 
die Stimulation endothelialer Vorlauferzellen durch 
Erythropoietin kann dariiber . hinaus' auch die Bildung 
von Endothelgewebe induziert werden. Erf indungsge- 
mali kann Erythropoietin daher auch zur Behandlung 
von Krankheiten des menschlichen oder tierischen 
KSrpers eingesetzt werden, die im Zusammenhang mit 
einer Dysfunktion von endothelialen Vorlauferzellen 
und/oder Endothelzellen im Zusammenhang stehen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter Erythropoietin" beziehungsweise „EPO" ein 



Stoff verstanden, der das Wachstum, die Differen- 
zierung und die Reifung von Stammzellen uber E- 
rythroblasten zu Erythrocyten steuert. Erythropoie- 
tin ist ein Glycoprotein, welches 166 Aminosauren, 
drei Glycosylierungsstellen und ein Molekularge- 
wicht von etwa 34.000 Da aufweist. Im Rahmen einer 
EPO-induzierten Dif f erenzierung von Erythrocyten- 
Vorlauferzellen wird die Globinsynthese induziert 
und die Synthese des Ham-Komplexes sowie die Anzahl 
der Ferritin-Rezeptoren gesteigert. Dadurch kann 
die Zelle mehr Eisen aufnehmen und f unktionelles 
Hamoglobin synthetisieren . In den reif.en Erythrocy- 
ten bindet Hamoglobin den Sauerstoff. Somit nehmen 
die Erythrocyten beziehungsweise das in ihnen ent- 
haltene Hamoglobin eine SchlUsselrolle fur die Sau- 
erstoff versorgung des Organismus ein. Ausgelost 
werden diese Vorgange durch die Wechselwirkung von 
EPO mit einem entsprechenden Rezeptor auf der Zell- 
oberflache der Erythrocyten-Vorlauf erzellen (Graber 
und Krantz, Ann. Rev. Med. 29 (1978), 51-56). 

Erythropoietin wird hauptsachlich in der Niere ge- 
bildet, findet sich aber auch in geringen Mengen im 
Serum und wird unter physiologischen Bedingungen 
zumindest teilweise im Urin ausgeschieden. Patieri- 
ten mit Niereninsuf f izienz konnen nur unzureichend 
Erythropoietin (im Folgenden EPO genannt) bilden 
und leiden demzufolge an einer Anamie. Bekannt ist 
es, die Erythropoietin-Unterversorgung durch Verab- 
reichung von Erythropoietin zu kompensieren . Weite- 
re klinische Anwendungen von Erythropoietin liegen 
in der Applikation von Erythropoietin bei iatroge- 
ner Anamie nach Chemotherapie oder Strahlentherapie 
maligner Erkrankungen oder Virusinf ektionen (0 456 
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153 Bl). Aus der US 4, 732, 889 ist es bekannt, E- 
rythropoietin enthaltende Zusammensetzungen zur Be- 
handlung von mit rheumatoider Arthritis assoziier- 
ter Anamie einzusetzen. Aus der WO 88/03808 ist die 
Behandlung von Hemochromatosis mittels EPO-haltiger 
Zusammensetzungen bekannt. 



um- 



Der hier verwendete Begriff Erythropoietin" 
fasst EPO jeglicher Herkunft, insbesondere mensch- 
liches Oder tierisches EPO. Der hier verwendete 
Begriff erfasst nicht nur die naturlich vorkommen- 
den, das heiat Wildtypf ormen von EPO, sondern auch 
seine Derivate, Analoga, Modif ikationen, Muteine, 
Mutanten oder Sonstiges, solange sie die biologi- 
schen Wirkungen von Wildtyp-Erythropoietin zeigen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den unter "Derivaten" funktionelle Aquivalente oder 
AbkSmmlinge von Erythropoietin verstanden, die un- 
ter Beibehaltung der Erythropoietin-Grundstruktur 
durch Substitution von Atomen oder Molekulgruppen 
beziehungsweise -resten erhalten werden und/oder 
deren Aminosauresequenzen sich von der des naturli- 
cherweise vorkommenden menschlichen oder tierischen 
Erythropoietin-Proteins an mindestens einer Positi- 
on unterscheiden, die aber im wesentlichen einen 
hohen Grad an Homologie auf der Aminosaureebene und 
vergleichbare biologische Aktivitat aufweisen. De- 
rivate des Erythropoietins, wie sie beispielsweise 
in der vorliegenden Erfindung eingesetzt werden 
konnen, sind beispielsweise bekannt aus der WO 
94/25055, der EP 0 148 605 Bl oder der WO 95/05465. 
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"Homologie" bedeutet insbesondere eine Sequenziden- 
titat von mindestens 80 %, vorzugsweise mindestens 
85 % und besonders bevorzugt mindestens mehr als 90 
%, 95 %, 97 % und 99 %. Der dem Fachmann bekannte 
5 Ausdruck der "Homologie" bezeichnet somit den Grad 
der Verwandtschaft zwischen zwei oder mehreren Po- 
lypeptid-Molekttlen, der durch die Obereinstimmung 
zwischen den Sequenzen bestimmt wird. Dabei kann 
eine Obereinstimmung sowohl eine identische Ober- 
10 einstimmung als auch ein konservativer Aminosaure- 
austausch bedeuten. 

Erfindungsgemaft umfasst der Begriff "Derivat" auch 
Fusionsproteine, bei denen am N-terminalen Teil be- 
ziehungsweise am C-terminalen Teil funktionelle Do- 

15 manen eines anderen Proteins vorhanden sind. In ei- 
ner Ausf uhrungsf orm der Erfindung kann es sich bei 
diesem anderen Protein beispielsweise urn GM-CSF, 
VEGF, PIGF, ein Statin oder einen anderen Faktor 
handeln, der eine stimulierende Wirkung auf endo- 

20 theliale Vorlauf erzellen aufweist. In einer weite- 
ren Ausf uhrungsf orm der Erfindung kann es sich bei 
. dem anderen Protein auch urn einen Faktor handeln, 
der stimulierende Wirkung auf ausdif f erenzierte En- 
dothelzellen hat, beispielsweise urn Angiogenin oder 

25 bFGF (basic fibroblast growth factor) . Von bFGF ist 
bekannt, dass dieser Wachstums faktor eine starke 
mitogene und chemotaktische Aktivitat auf Endothel- 
zellen ausUbt. 

Die Unterschiede zwischen einem Erythropoietin- 
30 Derivat und nativem Erythropoietin konnen bei- 
spielsweise durch Mutationen, wie zum Beispiel De- 
letionen, Substitutionen, Insertionen, Anlagerun- 
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gen, Basenaustausche und/oder Rekombinationen der 
die Erythropoietin-Aminosauresequenzen. codierenden 
Nucleotidsequenzen entstanden sein. Selbstverstand- 
lich kann es sich dabei auch um naturlicherweise 
auftretende Sequenzvariationen handeln, beispiels- 
weise um Sequenzen aus einem anderen Organismus o- 
der um Sequenzen, die auf naturliche Weise mutiert 
wurden, oder Mutationen, die mit Hilfe (iblicher, 
auf dem Fachgebiet bekannter Mittel, beispielsweise 
chemische Agenzien und/oder physikalische Agenzien, 
gezielt in die Erythropoietin codierenden Nuclein- 
sauresequenzen eingefuhrt wurden. Im Zusammenhang 
mit der Erfindung umfasst der Begriff „Derivat" da- 
her auch mutierte Erythropoietin-Molekiile, also E- 
rythropoiet'in-Muteine . 

Erfindungsgemafl kSnnen auch Peptid- oder Protein- 
Analoga von Erythropoietin eingesetzt werden. Im 
Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung umfasst 
der Begriff „Analoga". Verbindungen, die keine mit 
der Erythropoietin-Aminosauresequenz identische A- 
minosauresequenz aufweisen, deren dreidimensionale 
Struktur jedoch der von Erythropoietin stark ahnelt 
und die daher eine vergleichbare biologische Akti- 
vitat aufweisen. Bei Erythropoietin-Analoga kann es 
sich beispielsweise um Verbindungen handeln, die 
die far die' Bindung von Erythropoietin an dessen 
Rezeptoren verantwortlichen Aminosaurereste in ge- 
eigneter Konformation enthalten und die daher die 
essentiellen Oberf lacheneigenschaf ten des Erythro- 
poietin-Bindungsbereiches nachahmen konnen. Derar- 
tige Verbindungen sind beispielsweise in Wrighton 
et al., Science, 273 (1996), 458, beschrieben. " 
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Das erf indungsgemafi eingesetzte EPO kann auf ver- 
schiedene Weise hergestellt werden, beispielsweise 
durch Isolierung aus menschlichem Urin oder aus dem 
Urin oder Plasma (einschliefclich Serum) von an 
aplastischer An&mie leidenden Patienten (Miyake et 
al., J. B.C. 252 (1977) / 5558). Menschliches EPO 
kann beispielsweise auch aus Gewebekulturen von 
menschlichen Nierenkrebszellen (JA-OS 55790/1979) , 
aus menschlichen Lymphoblastenzellen, die die Fa- 
higkeit zur Bildung von menschlichem EPO aufweisen 
(JA-OS 40411/1982) und aus einer durch Zellfusion 
einer menschliche Zelllinien erhaltenen Hybridoma- 
kultur gewonnen werden. EPO kann auch durch gen- 
technologische Verfahren hergestellt werden, indem 
man mittels geeigneter DNA oder RNA, die fur die 
entsprechende Aminosauresequenz des EPO codiert, 
gentechnisch das erwiinschte Protein herstellt, zum 
Beispiel in einem Bakterium, einer Hefe, einer 
Pflanzen- oder Tierzelllinie . Derartige Verfahren 
sind beispielsweise in der EP 0 148 605 B2 oder der 
EP 0 205 564 B2 sowie der EP 0 411 678 Bl beschrie- 
ben. 

Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere die 
Verwendung von Erythropoietin (im Folgenden EPO ge- 
nannt) und/oder dessen Derivaten zur Stimulierung 
der physiologischen Mobilisierung endothelialer 
Voriauf erzellen f der Proliferation endothelialer 
Vorlauf erzellen, der Dif f erenzierung def endotheli- 
alen VorlSuf erzellen zu Endothelzellen und/oder zur 
Migration endothelialer VorlSuf erzellen in Richtung 
eines vaskulogenen oder angiogenen Stimulus in ei- 
nem menschlichen oder tierischen Korper, insbeson- 
dere einem adulten Organismus. 
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Im Zusairuaenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den unter „endothelialen Vorlauf erzellen" im Blut- 
kreislauf zirkulierende Zellen verstanden, die die 
Fahigkeit zur Dif f erenzierung zu Endothelzellen be- 
sitzen. Bei den wShrend der Embryonalentwicklung 
vorkoramenden endothelialen Vorlauf erzellen handelt 
es sich urn Angioblasten. Bei den im adulten Orga- 
nismus vorkommenden endothelialen Vorlauf erzellen 
handelt es sich urn Angioblasten-ahnliche Zellen, 
die aus mononuclearen Zellen und/oder CD34*- 
Stammzellen, die aus peripherem Blut isoliert wur- 
den, gewonnen werden konnen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter „Mobilisierung M oder „physiologischer Mobili- 
sierung M der Prozess des Aktivierens von Stammzel- 
len aus dem Knochenmark durch Wachstumsf aktoren 
verstanden, wobei die Stammzellen in den Blutkreis- 
lauf, insbesondere ins periphere Blut, gelangen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter „Prolif eration" die Fahigkeit von Zellen zur 
Vergrofierung und zur anschlieflenden Teilung in zwei 
oder mehr Tochter zellen verstanden. Die EPO- 
vermittelte Stimulierung endothelialer Vorlaufer- 
zellen betrifft somit insbesondere die Anzahl und 
damit das Teilungsverhalten endothelialer Vorlau- 
f erzellen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter „Dif f erenzierung 5 " endothelialer Vorlauf erzel- 
len die Entwicklung endothelialer Vorlauf erzellen 
zu Endothelzellen verstanden. Unter „Endothelzel- 
len" werden die Zellen verstanden, die das Endo- 
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thel, das heifit die einschichtige zellige Ausklei- 
dung von Gef alien und serosen Hohlen, bilden. Endo- 
thelzellen sind dadurch charakterisiert , dass sie 
gefafiaktive Substanzen, beispielsweise gefafterwei- 
ternde Substanzen wie EDRF (endothelial derived re- 
laxing factor) oder konstringierenden Substanzen 
wie Endothelin, Faktoren zur Hemmung oder Aktivie- 
rung der Blutgerinnung und Faktoren zur Regulation 
der GefaBpermeabilitat freisetzen. Endothelzellen 
synthetisieren auch Komponenten des subendothelia- 
len Bindegewebes, insbesondere Collagene vom Typ IV 
und V, Zellhaftproteine wie Laminin, Fibronektin 
und Thrombospondin, Wachstumsf aktoren, beispiels- 
weise fur glatte Muskelzellen, und Faktoren zur Ge- 
15 fafineubildung. 

Im Zusanunenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter Migration" der endothelialen Vorlauf er zellen 
verstanden, dass die im Blutkreislauf befindlichen 
endothelialen Vorlauf erzellen in Richtung eines 
vaskulogenen oder angiogenen Stimulus wandern und 
sich im Bereich des vaskulogenen oder angiogenen 
Stimulus konzentrieren. Unter einem „ vaskulogenen 
Stimulus." wird ein chemischer Reiz in einem Gewebe 
oder BlutgefaJi eines menschlicheri oder tierischen 
25 KSrpers verstanden, der spezifisch auf endotheliale 
Vorlauferzellen wirkt und deren Wanderung zu der 
Stelle des Korpers bewirkt, von der der chemische 
Reiz ausgeht. Durch den vaskulogenen Stimulus wird 
auf diese Weise der Prozess der Vaskulogenese indu- 
30 ziert. Unter einem „angiogenen Stimulus" wird ein 
chemischer Reiz in einem Gewebe oder Blutgefafi ei- 
nes menschlichen oder tierischen Korpers verstan- 
den, der spezifisch auf ausdif f erenzierte Endothel- 
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zellen wirkt und deren Migration zu der Stelle des 
KSrpers bewirkt, von der der chemische Reiz aus- 
geht. Der angiogene Stimulus bewirkt auf diese Wei- 
se eine Induzierung von Angiogenese. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist 
die Verwendung von Erythropoietin und/oder Deriva- 
ten davon zur Erh5hung der Adhasionsf ahigkeit sich 
differenzierender endothelialer Vorlauferzellen 
vorgesehen. Erf indungsgemali wird Erythropoietin 
insbesondere verwendet, urn die Fahigkeit endotheli- 
aler Vorlauferzellen zur Adhasion, das heilit zur 
Zell-Zell-Adhasion zu verbessern. Die Adhasion von 
sich dif ferenzierenden endothelialen Vorlauferzel- 
len beziehungsweise ausdif f erenzierten .Endothelzel- 
len ist eine der Grundvoraussetzungen zur Bildung 
neuer Gefalie oder eines neuen Endothelgewebes . Die 
Zelladhasion wird durch Proteinmolekule vermittelt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwen- 
dung von Erythropoietin zur Stimulation der Gefaft- 
neubildung, insbesondere die Stimulation von Vasku- 
logenese. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Er- 
findung wird unter „Vaskulogenese" die Gef alineubil- 
dung aus sich in situ dif ferenzierenden endothelia- 
len Vorlauferzellen verstanden. Erf indungsgemali 
wird durch den Einsatz von Erythropoietin also er- 
reicht, dass sich endotheliale Vorlauferzellen, in 
verstarktem Malie an einer Gef alineubildung bezie- 
hungsweise an einer lokalen Gef alineubildung zur 
Wiederstellung geschadigter Gef alibereiche beteili- 
gen. Erf indungsgemali ist also vorgesehen, dass die 
Verwendung von Erythropoietin und/oder dessen Deri- 
vaten die Bildung neuer Blutgefaiie und/oder den Er- 
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satz geschadigter Gef aiJbereiche durch lokale Blut- 
gef alineubildung f ordert . 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm der Erfindung ist 
die Verwendung von Erythropoietin und/oder Deriva- 
ten davon zur Stimulation endothelialer Vorlaufer- 
zellen zur Bildung von Endothelgewebe vorgesehen. 

In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm der 
Erfindung ist die Verwendung von Erythropoietin 
und/oder Derivaten davon zur Therapie von Krankhei- 
ten des menschlichen oder tierischen Kdrpers, die 
im Zusammenhang mit einer Dysfunktion von endothe- 
lialen Vorlauferzellen und/oder von Endothelzellen 
stehen, oder von Folgerkrankungen davon vorgesehen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
15 den unter „Krankheiten" oder „Erkrankungen" Storun- 
gen der . Lebensvorgange in Organen oder im gesamten 
Organismus mit der Folge von subjektiv empfundenen 
beziehungsweise objektiv f eststellbaren kerperli- 
chen, seelischen beziehungsweise geistigen Verande- 
20 rungen verstanden. Erf indungsgemaB handelt es sich 
: insbesondere um Krankheiten, die mit einer Dysfunk- 
tion von endothelialen Vorlauferzellen und/oder von 
Endothelzellen im Zusammenhang stehen, das heiflt 
Krankheiten, die entweder die Folge einer derarti- 
25 gen Dysfunktion dieser Zellen sind oder die durch 
diese Zellen vermittelt werden. Unter folgerkran- 
kungen" werden Sekundarkrankheiten verstanden, das 
heifit eine zu einem primaren Krankheitsbild hinzu- 
tretende zweite Erkrankung. 
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Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einer „Dysfunktion" von endothelialen Vorlau- 
ferzellen und/oder Endothelzellen eine StSrung we- 
sentlicher Zellf unktionen wie Stof fwechselleistun- 
5 gen, Reizbeantwortung, Motilitat, Teilungsverhalten 
Oder Differenzierungsverhalten dieser Zellen ver- 
standen. Eine Dysfunktion von endothelialen Vorlau- 
ferzellen und/oder Endothelzellen kann beispiels- 
weise darin bestehen, dass diese Zellen nicht oder 

10 nur in ungeniigendem MaBe prolif erieren. Da durch 
die Verwendung von Erythropoietin die Proliferation 
endothelialer Vorlauferzellen stimuliert wird, kann 
dadurch das defizitare Teilungsverhalten sowohl von 
endothelialen Vorlauf erzellen als auch von bereits 

15 ausdifferenzierten Endothelzellen ausgeglichen und 
die Anzahl von endothelialer Vorlauf erzellen bezie- 
hungsweise Endothelzellen erhoht werden. Eine Dys- 
funktion endothelialer Vorlauf erzellen kann bei- 
spielsweise in der gestorten Fahigkeit dieser Zel- 

20 len zur Dif f erenzierung zu Endothelzellen bestehen. 
Die Dysfunktion von endothelialen Vorlauf erzellen 
kann auch bedingt sein durch deren gestorte Fahig- 
- keit zur Adhasion und/oder deren gestorte Fahigkeit 
zur Migration in Richtung eines angiogenen oder 

25 vaskulogenen Stimulus. Solche Dysf unktionen von en- 
dothelialen Vorlauferzellen und/oder Endothelzellen 
konnen dazu fiihren, dass beispielsweise die Neubil- 
dung von Endothelgewebe und/oder Vaskulogenese be- 
eintrachtigt oder verhindert wird. Eine Dysfunktion 

30 von endothelialen Vorlauferzellen und/oder Endo- 
thelzellen kann auch pathogen bedingt sein, bei- 
spielsweise durch Hypertonie, Hyperlipoproteinamie 
Oder Diabetes. Die Dysfunktion von endothelialen 
Vorlauferzellen und/oder Endothelzellen kann sich 
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beispielsweise in einer verminderten Produktion von 
NO (=EDRF) , erhohter Endothelin-Produktion und/oder 
in einer verstarkten Produktion von Adhasionsmole- 
kulen wie ICAM-1 und VCAM-1 auftern. 

5 Erfindungsgemafi handelt es sich bei den Krankhei- 
ten, die mit einer Dysfunktion von endothelialen 
Vorlauferzellen und/oder Endothelzellen im Zusam- 
menhang stehen, insbesondere urn Hypercholesterina- 
mie, Diabetes mellitus, Endothel-vermittelte chro- 

.10 nische Entziindungserkrankungen wie Gef aftent zundun- 
gen, Endotheliose einschlielilich Retikuloendotheli- 
ose, Atherosklerose, koronare Herzkrankheit , Myo- 
kard-Ischamie, Angina pectoris, altersbedingte 
Herz-Kreislauf-Erkrankung, ischamische Erkrankungen 

15 der Extremitaten, Raynaud-Krankheit , Praeklampsie, 
schwangerschaftsinduzierte Hypertonie und Nierenin- 
suffizienz, insbesondere terminale Niereninsuf f i- 
zienz, sowie Folgeerkrankungen davon. 

Eine „Hypercholesterinamie" ist durch erhdhte Kon- 
20 zentrationen von Cholesterin im Blut gekennzeich- 
_ net. Die weitaus haufigste Form der primaren Hyper- 
cholesterinamien ist die polygene Hypercholesteri- 
namie. Sekundare Hypercholsterinamien treten haufig 
bei Diabetes mellitus, nephrotischem Syndrom, Hy- 
25 pothyreose und Lebererkrankungen auf. 

Unter „Diabetes mellitus" werden verschiedene For- 
men von Glucose-Stof f wechselstorungen mit unter- 
schiedlicher Atiologie und Symptomatik zusammenge- 
fasst. FUr die Entstehung vaskular bedingter diabe- 
30 tischer Komplikationen ist insbesondere das AGE- 
RAGE-System verantwortlich. AGEs (Advanced Glycati- 
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on Endproducts) entstehen ttber eine Reihe komplexer 
Reaktionen nach lang andauernder Exposition von 
Proteinen Oder Lipiden mit reduzierenden Zuckern, 
beispielsweise Glucose. Die Bildung von AGEs findet 
5 wahrend des normalen Alterungsprozesses sowie in 
gesteigertem Mafte bei Diabetes mellitus und Alzhei- 
mer-Krankheit statt. Ober die Bindung von AGEs 
kommt es zu oxidativem Stress, zur Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NF-kB und damit zu einer Sto- 
10 rung der endothelialen Homoostase. 

„Endothel-vermittelte chronische Entzundungserkran- 
kungen" sind Erkrankungen oder Zustande eines 
mens chli chen oder tierischen Kdrpers , die auf ei- 
ner Abwehrreaktion des Organismus und seiner Gewebe 

15 auf schadigende Reize beruhen, wobei bestimmte Sig- 
nalmolekule die Eigenschaf ten von Endothelzellen 
verandern, so dass im Zusammenspiel rait der Akti- 
vierung anderer Zelltypen Leukozyten an den Endo- 
thelzellen haften bleiben, schliefilich in das Gewe- 

20 be eindringen und dort eine Entziindung auslosen. 
Ein Beispiel fur eine Endothel-vermittelte Entziin- 
. dung ist die leukozytische Vaskulitis. Eine zentra- 
le Roile bei der Aktivierung eines Endothel- 
vermittelten entzUndlichen Geschehens spielt der 

25 Transkriptionsfaktor NF-kB. Ein anderes System, 
dass zur Entstehung Endothelzell-vermittelter 
chronischer Entztindungen fahrt, ist das AGE-RAGE- 
System. 

Unter „Endotheliose ,l ' , werden degenerative und proli- 
30 ferative Endothelveranderungen bei der nicht- 
thrombopenischen Purpura verstanden. Unter „Retiku- 
loendotheliose" werden Krankheiten des retikulo- 
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histiozytaren Systems, wie Retikulum, Retikulose, 
Retikulohistiozytose und Hand-Schtiller-Christian- 
Krankheit verstanden. 

Unter „Myokard-Ischamie" wird die Blutleere oder 
Minderdurchblutung, also eine Durchblutungsstorung 
der muskularen Wand des Herzens infolge unzurei- 
chender oder fehlender arterieller Blutzufuhr ver- 
standen. Bei einem „Herzinfarkt" oder „Myokardin- 
farkt" handelt es sich um eine Nekrose eines um- 
schriebenen Herzmuskelbezirks, die meist als akut 
auftretende Komplikation bei chronischer koronarer 
Herzkrankheit auftritt. Bei der „koronaren Herz- 
krankheit" oder „ischamischen Herzkrankheit" han- 
delt es sich um eine degenerative Koronarerkran- 
15 kung, die bedingt durch eine Einengung oder einen 
Verschluss von Herzkranzgef alien zu einer verminder- 
ten Durchblutung des Herzmuskels f iihrt . Unter An- 
gina pectoris" wird eine akute Koronarinsuf £ izienz 
oder Stenokardie verstanden, die durch ein Missver- 
haltnis von Sauerstof f angebot und Sauerstof fbedarf 
bei koronarer Herzkrankheit, Koronarspasmen, StS- 
. rungen des Blutflusses, Herzrhythmusstorungen, Hy- 
pertonic • oder Hypotonie ausgelQst werden kann. Un- 
ter „Raynaud-Krankheit" werden durch Vasokonstrik- 
25 tion, das heilit Gef aJikrampf e, bedingte, anfallartig 
auftretende Ischamiezustande meist an den Arterien 
der Finger verstanden. Die primare Raynaud- 
Krankheit ist eine rein funktionelle StSrung der 
kleinen versorgenden GefaJJe der Akren, wahrend der 
sekundaren Rynaud-Krankheit eine andere Krankheit 
zugrunde liegt, beispielsweise eine Gefafientziin- 
dung. 
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Die „Praeklampsie ist eine Endothel-und Gefass- 
krankheit des miitterlichen Organismus und scheint 
die Auswirkung von endotheliotropen Substanzen aus 
der Plazenta zu sein. Die Praeklampsie ist eine 
Multisystem-Erkrankung, die zu Funktionsstorungen 
zahlreicher Organe fiihren und sich in vielfaltigen 
Symptomen auilern kann. Die fiir die Erkrankung typi- 
schen Durchblutungsstorungen sind die Folge eines 
erhdhten Gefafiwiderstandes, der lokal unterschied- 
lich ausgepragt sein kann. Fiir die Praeklamsie gilt 
als gesichert, dass eine endotheliale Dysfunktion 
zentraler Bestandteil der Pathogenese ist. 

Unter „Niereninsuf f izienz" wird die eingeschrankte 
Fahigkeit der Nieren zur Ausscheidung harnpf lichti- 

15 ger Substanzen verstanden, wobei in f ortgeschritte- 
nen. Stadien auch die Regulationsf ahigkeit des E- 
lektrolyt-, Wasser- und Saure-Basen-Haushalts ver- 
loren geht. Die terminale Niereninsuf f izienz ist 
durch einen Zusammenbruch der exkretorischen und 

20 endokrinen Nierenfunktion gekennzeichnet . Ursachen 
der chronischen Niereninsuf f izienz sind unter ande- 
rem chronische Glomerulopathie, chronische Pyelo- 
nephritis, Analgetika-Nephropathie, obstruktive U- 
ropathie sowie Arterio- und Arteriolosklerose . 

Erfindungsgemafi ist vorgesehen, dass Erythropoietin 
in einer therapeutisch wirksamen Dosis an einen Pa- 
tienten verabreicht wird, die ausreicht, den Zu- 
stand einer Krankheit, die mit einer Dysfunktion 
von endothelialen Vorlauf erzellen und/oder Endo- 
thelzellen im Zusammenhang steht, zu heilen oder 
diesem Zustand vorzubeugen, die Progression einer 
solchen Krankheit zu stoppen und/oder die Symptome 
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einer solchen Krankheit zu lindern. Die an einen 
Patienten zu verabreichende Dosis hangt von vielen 
Faktoren, beispielsweise dem Alter, Korpergewicht 
und Geschlecht des Patienten, der Schwere der Er- 
krankungen usw. ab. Erf indungsgemali wird 
Erythropoietin insbesondere in Dosen von 500 bis 
50.000 Einheiten/Woche verabreicht, wobei 
vorzugsweise Dosen von 500 bis 2000 Einheiten/Woche 
je nach Schwere der begleitenden Erkrankung und in 
Abhangigkeit der Nierenf unktion vorgesehen sind. 

Eine besonders bevorzugte Ausf uhrungsf orm der Er- 
findung betrifft die Verwendung von Erythropoietin 
und/oder dessen Derivaten als Wirkstoff zur Her- 
stellung einer pharmazeutischen Zusanunensetzung o- 
der eines Arzneimittels zur Therapie von Krankhei- 
ten, die mit einer Dysfunktion von endothelialen 
Vorlauferzellen und/oder Endothelzellen im Zusam- 
menhang stehen. 

Erf indungsgemali wird unter einem „Wirkstoff" ein 
k5rpereigener oder korperf remder Stoff verstanden, 
der bei Kontakt mit Zielmolekulen oder Zielzellen 
oder Zielgeweben spezifische Funktionen von Gewe- 
ben, Organen oder Organismen in dif f erenzierter 
Weise beeinflusst. Erf indungsgemali ist also vorge- 
sehen, dass Erythropoietin als Wirkstoff der erfin- 
dungsgemalien pharmazeutischen Zusanunensetzung bei 
Kontakt mit . endothelialen Vorlauferzellen deren 
Proliferations-, Dif f erenzierungs- und/oder Migra- 
tionsverhalten in einem menschlichen oder tieri- 
schen Organismus so beeinflusst, dass Dysfunktionen 
von endothelialen Vorlauferzellen und/oder Endo- 
thelzellen ausgeglichen und die infolge dieser Dys- 
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funktionen auf tretenden Krankheiten wirksam be- 
kampft, gelindert oder beseitigt werden k6nnen be- 
ziehungsweise diesen Krankheiten wirksam vorgebeugt 
werden kann. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einer „pharmazeutischen Zusammensetzung" oder 
einem „Arzneimittel" ein zu diagnostischen, thera- 
peutischen und/oder prophylaktischen Zwecken ver- 
wendetes, also ein die Gesundheit eines menschli- 
chen oder tierischen Korpers fdrderndes oder wie- 
derherstellendes Gemisch verstanden, das mindestens 
einen naturlichen oder synthetisch hergestellten 
Wirkstoff umfasst, der die therapeutische Wirkung 
hervorruft. Die pharmazeutische Zusammensetzung 
kann sowohl ein festes als auch ein flussiges Ge- 
misch sein. Beispielsweise kann eine den Wirkstoff 
umfassende pharmazeutische Zusammensetzung einen 
oder mehrere pharmazeutisch vertragliche Komponen- 
ten enthalten. Daruber hinaus kann die pharmazeuti- 
sche Zusammensetzung iiblicherweise auf dem Fachge- 
biet verwendete Zusatzstof f e, beispielsweise Stabi- 
lisatoren, Fertigungsmittel, Trennmittel, Spreng- 
mittel, Emulgatoren oder andere ablicherweise zur 
Herstellung pharmazeutischer Zusammensetzung ver- 
wendete Stoffe umfassen. 

ErfindungsgemaA ist insbesondere die Verwendung von 
Erythropoietin und/oder eines Derivats. davon als 
Wirkstoff zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Therapie von Hypercholesterinamie, Diabetes melli- 
tus, Endothel-vermittelten chronischen EntzUndungs- 
erkrankungen wie Gef alientzundungen, Endotheliose 
einschlieBlich Retikuloendotheliose, Atherosklero- 
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se, koronarer Herzkrankheit , Myokard-Ischamie, An- 
gina pectoris, altersbedingter Herz-Kreislauf- 
Erkrankung, ischamischen Erkrankungen der Extremi- 
taten, Raynaud-Krankheit, Praeklampsie, schwanger- 
schaftsinduzierter Hypertonie und Niereninsuf fi- 
zienz, insbesondere terminaler Niereninsuf fizienz, 
sowie Folgeerkrankungen davon vorgesehen. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung 
ist vorgesehen, dass die pharmazeutische Zusammen- 
setzung zur parenteralen, insbesondere intraveno- 
sen, intramuskularen, intrakutanen oder subkutanen 
Verabreichung verwendet wird. Vorzugsweise weist 
das Erythropoietin enthaltende Ar zneimittel die 
Form einer Injektion oder Infusion auf. 

In einer weiteren Verwendung ist vorgesehen, dass 
die Erythropoietin enthaltende pharmazeutische Zu- 
sammensetzung oral verabreicht wird. Beispielsweise 
wird das Erythropoietin enthaltende Arzneimittel in 
einer fliissigen Darreichungsf orm wie einer LOsung, 
Suspension oder Emulsion, oder einer festen Darrei- 
chungsf orm wie einer Tablette verabreicht. 

In einer weiteren Verwendung ist vorgesehen, dass 
die pharmazeutische Zusammensetzung zur pulmonalen 
Verabreichung oder zur Inhalation geeignet ist. Er- 
f indungsgemaJi ist also vorgesehen, dass Erythropoi- 
etin in therapeutisch wirksamer Weise direkt an die 
Lungen des Patienten verabreicht wird. Diese Form 
der Verabreichung von Erythropoietin ermoglicht ei- 
ne schnelle Abgabe einer Erythropoietin-Dosis an 
einen Patienten, ohne dass eine Injektion vorgenom- 
men werden muss. Bei Aufnahme von Erythropoietin 
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uber die Lungen konnen erhebliche Erythropoietin- 
Mengen uber die Lunge an den Blutkreislauf abgege- 
ben werden, was im Blutkreislauf zu erhohten E- 
rythropoietin-Mengen fuhrt. In einer bevorzugten 
5 Ausfiihrungsform der Erfindung handelt es sich bei 
der liber die Lunge auf zunehmenden pharmazeutischen 
Zusammensetzung um eine wassrige oder nichtwassrige 
Losung oder um ein Trockenpulver . Bei Vorliegen des 
pulmonal zu verabreichende, Erythropoietin enthal- 

10 tenden Arzneiraittel in Form eines Trockenpulvers 
umfasst dieses vorzugsweise Erythropoietin- 
enthaltende Partikel, wobei die Partikel einen 
Durchmesser von weniger als 10 jam aufweisen, so 
dass das Medikament auch distale Bereiche der Lunge 

15 des Patienten erreichen kann. In einer besonders 
bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist vor- 
gesehen, dass das pulmonal zu verabreichende Medi- 
kament in Form eines Aerosols vorliegt. 

Eine besonders bevorzugte Ausfiihrungsform der Er- 
20 findung betrifft die Verwendung von Erythropoietin 
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammenset- 
zung zur Therapie von Krankheiten, ' die mit einer 
Dysfunktion von endothelialen Vorlauf erzellen 
und/oder Endothelzellen im Zusammenhang stehen, wo- 
25 bei die pharmazeutische Zusammensetzung neben E- 
rythropoietin als Wirkstoff mindestens einen weite- 
ren zusatzlichen Wirkstoff zur Stimulierung von en- 
dothelialen Vorlauf erzellen enthait. 

Vorzugsweise handelt es sich bei dem weiteren Wirk- 
30 stoff um einen Wirkstoff, der insbesondere die phy- 
siologische Mobilisierung endothelialer Vorlaufer- 
zellen aus dem Knochenmark stimuliert. Erfindungs- 
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gemail kann es sich bei dem weiteren Wirkstoff aber 
auch urn einen Wirkstoff handeln, der insbesondere 
das Teilungsverhalten, also die Proliferation endo- 
thelialer Vorlauferzellen stimuliert. Erf indungsge- 
maii besteht jedoch auch die Moglichkeit, dass der 
weitere Wirkstoff insbesondere das Differenzie- 
rungsverhalten und/oder das Migrationsverhalten en- 
dothelialer Vorlauferzellen stimuliert. Besonders 
bevorzugt handelt es sich bei dem weiteren, endo- 
thelials Vorlauferzellen stimulierenden Wirkstoff 
um VEGF, PIGF, GM-CSF und/oder einen HMG-CoA- 
Reduktase-Inhibitor, insbesondere ein Statin wie 
Simvastatin, Mevastatin Oder Atorvastatin . 

Erf indungsgemaii ist auch vorgesehen, dass der min- 
destens eine weitere Wirkstoff insbesondere ausdif- 
ferenzierte Endothelzellen, das heilit deren Proli- 
feration und/oder Migration stimuliert, nicht je- 
doch endotheliale Vorlauferzellen. Besonders bevor- 
zugt handelt es sich dabei um bFGF (basic 
fibroblast growth factor) Oder Angiogenin. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft 
die Verwendung von Erythropoietin und/oder Deriva- 
ten davon als Wirkstoff zur Herstellung einer phar- 
mazeutischen Zusammensetzung zur Stimulierung endo- 
thelialer Vorlauferzellen, insbesondere zur Stimu- 
lierung der Mobilisierung, Proliferation, Differen- 
zierung zu Endothelzellen und/oder zur Migration in 
Richtung eines vaskulogenen oder angiogenen Stimu- 
lus. Erf indungsgemaii ist weiterhin die Verwendung 
von Erythropoietin und/oder dessen Derivaten als 
Wirkstoff zur Herstellung einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung zur Stimulierung von Vaskulogenese 



-28- 



10 



und/oder Endothelbildung, insbesondere im adulten 
menschlichen oder tierischen Organismus vorgesehen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch phar- 
mazeutische Zusammensetzungen zur Stimulierung von 
endothelialen Vorlauferzellen, insbesondere zur 
Stimulation von deren Mobilisierung, Proliferation, 
Differenzierung zu Endothelzellen und/oder Migrati- 
on in Richtung eines vaskulogenen oder angiogenen 
Stimulus, zur Stimulation der Vaskulogenese 
und/oder Endothelbildung und zur Behandlung von 
Krankheiten des menschlichen oder tierischen Kor- 
pers, die mit einer Dysfunktion von endothelialen 
Vorlauferzellen und/oder Endothelzellen im Zusam- 
menhang stehen. Insbesondere betrifft die vorlie- 
15 gende Erfindung pharmazeutische Zusammensetzungen 
oder Arzneimittel, die Erythropoietin als Wirkstoff 
und mindestens einen weiteren Wirkstoff zur Stimu- 
lation von endothelialen Vorlauferzellen und/oder 
ausdifferenzierten Endothelzellen umfassen. In be- 
vorzugter Ausf uhrungsf orm betrifft die vorliegende 
Erfindung pharmazeutische Zusammensetzungen, die 
Erythropoietin und mindestens einen weiteren Wirk- 
stoff aus der Gruppe bestehend aus VEGF, PIGF, GM- 
CSF, einen HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor , insbesonde- 
25 re ein Statin wie Simvastatin, Mevastatin oder A- 
torvastatin, bFGF und Angiogenin umfassen. 

Eine weitere bevorzugte Ausf uhrungsf orm der Erfin- 
dung betrifft die Verwendung von Erythropoietin zur 
Herstellung eines transplantierbaren Endothelzell- 
30 Praparates. Erf indungsgemafi ist dabei insbesondere 
vorgesehen, dass Endothelzellen in vitro durch Kul- 
tivierung endothelialer Vorlauferzellen in Gegen- 
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wart von Erythropoietin hergestellt und anschlie- 
Bend in einen Empf angerorganismus, insbesondere ei- 
nen Organismus, der an einer Krankheit leidet, die 
im Zusammenhang mit einer Dysfunktion von endothe- 
lialen Vorlauf erzellen und/oder Endothelzellen 
steht, transplantiert werden. Beispielsweise kOnnen 
mononukleare Zellen (MNC) aus Blut mittels Dichte- 
gradienten-Zentrifugation isoliert und in geeigne- 
ten Kulturmedien in vitro kultiviert werden. Ver- 
fahren zur Isolierung und in vitro-Kultivierung mo- 
nonuklearer Zellen sind beispielsweise in Asahara, 
Science, 275 (1997), 964-967; Dimmeler et al. r J. 
Clin. Invest., 108 (2001), 391-397, und Llevadot et 
al., J. Clin. Invest., 108 (2001), 399-405, be- 
15 schrieben. Anschliefiend werden die mononuklearen 
Zellen in Gegenwart von Erythropoietin weiter kul- 
tiviert, um die in den MNCs enthaltenen endothelia- 
len Vorlauferzellen bezuglich ihres Proliferations- 
und Dif ferenzierungsverhaltens zu stimulieren und 
insbesondere die Anzahl dif f erenzierter adharenter 
Endothelzellen zu erhohen. Erf indungsgemafi ist auch 
vorgesehen, dass die Kultivierung der MNCs in Ge- 
genwart von Erythropoietin und mindestens einer 
'■ weiteren Substanz, die die Proliferation und Diffe- 
25 renzierung endothelialer Vorlauferzellen stirau- 
liert, erfolgt. Besonders bevorzugt wird als weite- 
re Substanz VEGF, PIGF, GM-CSF oder ein HMG-CoA- 
Reduktase-Inhibitor wie ein Statin, insbesondere 
Simvastatin, Mevastatin oder Atorvastatin, einge- 
30 setzt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der 
Erfindung ist die Verwendung von Erythropoietin zur 
Vorbehandlung von zu transplantierenden Geweben o- 
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der Organen vorgesehen. Dabei werden die Transplan- 
tate vor der Transplantation, vorzugsweise unmit- 
telbar davor, in einen Empf angerorganismus mit E- 
rythropietin behandelt. Durch die Behandlung der zu 
transplantierenden Organe oder Gewebe vor Trans- 
plantation mit Erythropoietin wird erf indungsgemaB 
erreicht, dass sich in dem Transplantat nach er- 
folgter Transplantation in einen K6rper aufgrund 
der induzierten Vaskulogenese schnell neue Blutge- 
fafle bilden und diese neu gebildeten BlutgefaBe 
schnell mit dem Blutsystem des Empf angerorganismus 
verbunden werden. Ebenfalls wird auf diese Weise 
schnell die Bildung von Endothelien erreicht. Die 
Behandlung von Organ- oder Gewebetransplantaten mit 
15 Erythropoietin bewirkt somit ein schnelleres Ein- 
wachsen dieser Systeme in den Rorper, wodurch das 
Risiko einer Abstoliung erheblich vermindert wird. 

In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung ist 
vorgesehen, dass die Organ- oder Gewebetransplanta- 
te vor Transplantation mit Erythropoietin in Kombi- 
nation mit mindestens einem weiteren Faktor, der 
. endotheliale Vorlauf erzellen stimuliert, behandelt 
werden. Vorzugsweise handelt es sich bei diesem 
Faktor urn eine Substanz aus der Gruppe bestehend 
25 aus VEGF, PIGF, GM-CSF und HMG-CoA-Reduktase- 
Inhibitor, beispielsweise ein Statin, insbesondere 
Simvastatin, Mevastatin oder Atorvastatin. In einer 
weiteren Ausgestaltung ist vorgesehen, dass die Or- 
gan- oder Gewebetransplantate vor Transplantation 
neben Erythropoietin mit einer weiteren Substanz, 
die die Proliferation und Migration ausdifferen- 
zierter Endothelzellen stimuliert, behandelt wer- 
den. Besonders bevorzugt handelt es sich bei dieser 
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Substanz urn Angiogenin oder bFGF. In einer weiteren 
Ausgestaltung ist vorgesehen, dass die .Vorbehand- 
lung der Organ- oder Gewebetransplantate mit E- 
rythropoietin unter Verwendung isolierter und gege- 
5 benenfalls in vitro expandierter endothelialer Vor- 
lauferzellen erfolgt. 

In einer weiteren besonders bevorzugten AusfUh- 
rungsform der Erfindung ist vorgesehen, dass E- 
rythropoietin zur Herstellung von implantierbaren 
.10 oder transplantierbaren, zellhaltigen in vitro- 
Organen oder Geweben verwendet wird. Erf indungsge- 
mafi ist insbesondere vorgesehen, dass das in vitro 
hergestellte Organ oder Gewebe vor Transplantation 
Oder Implantation mit Erythropoietin behandelt 
15 wird, urn die im Korper des Empf angerorganismus vor- 
handenen endothelialen Vorlauf erzellen, insbesonde- 
re deren physiologische Mobilisierung, Migration, 
Proliferation und Dif f erenzierung, zu stirnulieren. 
Durch die Behandlung des in vitro-Organs- oder Ge- 
20 webes vor Transplantation beziehungsweise Implanta- 
tion mit Erythropoietin wird erf indungsgemali er- 
_ reicht, dass sich in dem in vitro-Organ- oder Gewe- 
besystem- nach erfolgter Transplantation oder Im- 
plantation in einen Korper aufgrund der induzierten 
25 Vaskulogenese schnell neue Blutgefafte bilden und 
diese neu gebildeten Blutgefafie schnell mit dem 
Blutsystem des Empf angerorganismus verbunden wer- 
den. Ebenfalls wird auf diese Weise schnell die 
Bildung von Endothelien und damit eine Reendotheli- 
alisierung erreicht. Die Behandlung der in vitro- 
Organ- oder Gewebesysteme mit Erythropoietin be- 
wirkt somit ein schnelleres Einwachsen dieser Sys- 
teme in den Korper, wodurch das Risiko einer Absto- 
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fiung erheblich vermindert wird, und dient der Pro- 
tektion des Transplantats . 

Unter einem „in vitro-Organ- oder Gewebesystem" 
wird ein transplantierbares oder implantierbares 
zellhaltiges Gewebe oder Organ verstanden, das in 
vitro unter Verwendung definierter Zellen und/oder 
definierter Gewebe und unter definierten Kulturbe- 
dingungen hergestellt wird- Unter einem „implan~ 
tierbaren in vitro-Organ- oder Gewebe system" wird 
ein System verstanden, das neben Zellen korperfrem- 
de Materialien umfasst. Unter einem „transplantier- 
baren in vitro-Organ- oder Gewebesystem" wird ins- 
besondere ein zellhaltiges System verstanden, das 
neben Zellen, Geweben oder Organen des gleichen o- 
der eines* anderen Individuums korpereigene Substan- 
zen enthalt . In vitro-Organe oder Gewebe sind ins- 
besondere dadurch gekennzeichnet , dass sie bezug- 
lich ihres Aufbaus weitgehend den nativen zu erset- 
zenden Organen oder Geweben entsprechen und somit 
die Funktion der ersetzten nativen Organe oder Ge- 
webe in vivo ubernehmen konnen. 

In einer erf indungsgemafien Ausgestaltung ist vorge- 
sehen, dass die in vitro-Organ- oder Gewebesysteme 
vor Transplantation beziehungsweise Implantation 
mi't Erythropoietin in Kombination mit mindestens 
einem weiteren Faktor, der endotheliale Vorlaufer- 
zellen stimuliert, behandelt werden. Vorzugsweise 
handelt es sich bei diesem Faktor urn eine Substanz 
aus der Gruppe bestehend aus VEGF, PIGF, GM-CSF und 
HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor, beispielsweise ein 
Statin, insbesondere Simvastatin, Mevastatin oder 
Atorvastatin. In einer weiteren Ausgestaltung ist 
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vorgesehen, dass die in vitro-Organ- oder Gewebe- 
systeme vor Transplantation beziehungsweise Implan- 
tation neben Erythropoietin mit einer weiteren Sub- 
stanz, die die Proliferation und Migration ausdif- 
5 ferenzierter Endothelzellen stimuliert, behandelt 
werden. Besonders bevorzugt handelt es sich bei 
dieser Substanz urn Angiogenin oder bFGF. In einer 
weiteren Ausgestaltung ist vorgesehen, dass die in 
vitro-Organ- oder Gewebesysteme zusatzlich isolier- 
10 te und gegebenenf alls in vitro expandierte endothe- 
lial Vorlauferzellen enthalten. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsf orm der Erfin- 
dung betrifft die Verwendung von Erythropoietin zur 
Herstellung von Gef afiprothesen oder Herzklappen, 
15 wobei die Gefaflprothesen oder Herzklappen vor In- 
sertion in einen Korper, insbesondere einen mensch- 
lichen Korper, mit Erythropoietin beschichtet wer- 
den. Durch die Beschichtung der Gefaflprothesen oder 
Herzklappen mit Erythropoietin wird erreicht, dass 
20 endotheliale Vorlauferzellen im Kdrper des Empfan- 
gerorganismus stimuliert werden, wobei insbesondere 
ihre Mobilisierung aus dem Knochenmark, ihre Proli- 
- feration, ihre Dif f erenzierung zu Endothelzellen 
und ihre Migration zu den eingesetzten Gef aftprothe- 
25 sen oder Herzklappen stimuliert werden. Dadurch be- 
dingt, kommt es schneller zu einer Ausbildung von 
Endothelschichten auf den eingesetzten Gefafcprothe- 
sen und zu einem schnelleren Einwachsen in die be- 
troffenen KSrperbereiche . In einer bevorzugten Aus- 
gestaltung ist vorgesehen, dass zur Beschichtung 
der GefaBprothesen und Herzklappen zusatzlich iso- 
lierte und gegebenenf alls in vitro expandierte en- 
dotheliale Vorlauferzellen eingesetzt werden. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein 
Verfahren zur Stimulation der Endothelzell-Bildung 
in vitro, umfassend 

a) die Isolierung endotheliale Vorlauf erzellen 
enthaltender Zellpopulationen aus Blut mit- 
tels Dichtegradienten-Zentrif ligation, 

b) die Kultivierung der isolierten, endotheliale 
Vorlauf erzellen enthaltenden Zellpopulationen 
in Zellkulturmedium, und 

c) die Kultivierung der Zellpopulationen in Ge- 
genwart von Erythropoietin . 

Erf indungsgemafi kann die Kultivierung der Zellpopu- 
lationen in Gegenwart einer weiteren Substanz, die 
endotheliale Vorlauf erzellen enthalt, erfolgen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Ver- 
fahren zur Behandlung von Krankheiten, die mit ei- 
ner Dysfunktion von endothelialen Vorlauf erzellen 
und/oder Endothelzellen im Zusammenhang stehen, um- 
fassend: 

a) die Isolierung endotheliale Vorlauf erzellen 
enthaltender Zellpopulationen aus Blut mit- 
tels Dichtegradienten— Zentrif ugation, 

b) die Kultivierung • der endotheliale Vorlaufer- 
zellen enthaltenden Zellpopulationen in Zell- 
kulturmedium, 

c) die Kultivierung der endotheliale Vorlaufer- 
zellen enthaltenden Zellpopulationen in Ge- 
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genwart von Erythropoietin zur Stimulation 
der Proliferation endothelialer Vorlauf erzel- 
len und deren Dif f erenzierung zu " Endothelzel- 
len, 

d) die Isolierung und Aufreinigung der 
ausdif f erenzierten Endothelzellen, und 

e) die Transplantation der ausdif f erenzierten 
Endothelzellen in einen Korper mit einer 
Krankheit, die mit einer Dysfunktion von en- 
dothelialen Vorlauf erzellen und/oder Endo- 
thelzellen im Zusammenhang steht. 

Erf indungsgemafi konnen die endotheliale Vorlaufer- 
zellen enthaltertden Zellpopulationen in Gegenwart 
mindestens eines weiteren Wirkstoffes ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus VEGF, PIGF, GM-CSF 
und/oder einem HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor kulti- 
viert werden. Vorzugsweise handelt es sich bei dem 
zur Kultivierung verwendeten HMG-CoA-Reduktase- 
Inhibitor urn ein Statin wie Simvastatin, Mevastatin 
Oder Atorvastatin. 

Das erfihdungsgemafie Verfahren zur Behandlung von 
Krankheiten, die mit einer Dysfunktion von endothe- 
lialen Vorlauf erzellen und/oder Endothelzellen im 
Zusammenhang stehen, sieht also vor, endotheliale 
Vorlauf erzellen aus dem Blut eines menschlichen Or- 
ganismus zu isolieren r unter Verwendung von E- 
rythropoietin in vitro zu expandieren und zu Endo- 
thelzellen zu dif ferenzieren und nach Aufreinigung 
und Isolierung der ausdif f erenzierten Endothelzel- 
len beziehungsweise der sich dif f erenzierenden en- 
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dothelialen Vorlauf erzellen diese anschlieftend ge- 
zielt in einen Korperbereich, ein Gewebe oder ein 
Organ eines Patienten zu transplantieren, der/das 
aufgrund der Dysfunktion endothelialer VorlSufer- 
zellen und/oder Endothelzellen geschadigt ist, urn 
dort eine lokale Endothel-Neubildung zu induzieren. 
Auf diese Weise ist eine gezieltere und schnellere 
Behandlung der geschadigten Korperbereiche, Gewebe 
und/oder Organe des Patienten moglich. Das er fin- 
dung sgemSfie Verfahren ist insbesondere zur Behand- 
lung von Krankheiten und Zustanden des menschlichen 
Korpers wie Hypercholesterinamie, Diabetes melli- 
tus, Endothel-vermittelten chronischen Entzundungs- 
erkrankungen wie Gef aBentzttndungen, Endotheliose 
einschlieiilich Retikuloendotheliose, Atherosklero- 
se, koronarer Herzkrankheit , Myokard-Ischamie, An- 
gina pectoris, altersbedingter Herz-Kreislauf- 
Erkrankung, ischamischen Erkrankungen der Extremi- 
taten, Raynaud-Krankheit , Praeklampsie, schwanger- 
schaftsinduzierter Hypertonie und Niereninsuf f i- 
zienz, insbesondere terminaler Niereninsuf fizienz, 
sowie Folgeerkrankungen geeignet. 

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsf orm der Erfin- 
dung betrifft ein Verfahren zur Behandlung von Ge- 
f after krankungen, umf assend: 

a) die Isolierung endotheliale Vorlauf erzellen 
enthaltender Zellpopulationen aus Blut mit- 
tels Dichtegradienten-Zentrifugation, 

b) die Kultivierung der endotheliale Vorlaufer- 
zellen enthaltenden Zellpopulationen in Zell- 
kulturmedium, 
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c) die Kultivierung der endotheliale Vorlaufer- 
zellen enthaltenden Zellpopulationen in Ge- 
genwart von Erythropoietin zur Stimulation 
der Proliferation endothelialer Vorlauf erzel- 
len und deren Dif f erenzierung zu Endothelzel- 
len, 

d) die Isolierung und Aufreinigung der ausdiffe- 
renzierter Endothelzellen, und 

e) die Transplantation der Endothelzellen in ei- 
nen Korper mit einer Gef after krankung. 

Erf indungsgemali besteht die Moglichkeit, die endo- 
thelialen Vorlauf erzellen enthaltenden Zell- 
Populationen in Gegenwart mindestens eines weiteren 
Wirkstoffes ausgewahilt aus der Gruppe bestehend aus 
VEGF, PIGF, GM-CSF und/oder einem HMG-CoA- 
Reduktase-Irihibitor zu kultivieren. Vorzugsweise 
handelt es sich bei dem zur Kultivierung verwende- 
ten HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor urn ein Statin wie 
Simvastatin, Mevastatin oder Atorvastatin. 

Das erf indungsgemafle Verfahren zur Behandlung von 
Gef alierkrankungen sieht also vor, endotheliale Vor- 
lauferzellen aus dem Blut eines menschlichen Orga- 
nismus zu isolieren, unter Verwendung von Erythro- 
poietin in vitro zu expandieren und zu Endothelzel- 
len zu dif ferenzieren und nach Aufreinigung und I- 
solierung der ausdif f erenzierten Endothelzellen be- 
ziehungsweise der sich dif f erenzierenden endotheli- 
alen Vorlauf erzellen diese anschliefiend gezielt in 
ein geschadigtes BlutgefaB oder einen ischamischen 
Bereich zu transplantieren, urn dort eine lokale Ne- 
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ovaskularisierung zu induzieren. Auf diese Weise 
ist eine gezieltere und schnellere Behandlung ge- 
schadigter Blutgefaiie oder ischamischer Gewebe mog- 
lich. Das erf indungsgemafte Verfahren zur Behandlung 
von Gefalierkrankungen ist insbesondere zur Behand- 
lung von Gefalierkrankungen wie Ischamie, insbeson- 
dere cerebraler Ischamie, ischamischer Erkrankungen 
der Extremitaten, Myokard-Ischamie, Herzinfarkt, 
Schlaganf all, koronare Herzkrankheit , Angina pecto- 
ris, akuten Arterienverschluss, arterielle Ver- 
. schlusskrankheit, Raynaud-Krankheit und Ergot ismus 
geeignet . 

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung 
ergeben sich aus den Unteranspruchen . 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Figuren und 
Beispiele naher erlautert. 

Figur 1 zeigt die Ergebnisse einer FACS-Analyse 
zirkulierender CD34 + -Stammzellen (cSC) . (A-D) : Pa- 
tientenproben; (E-F) : isotypische Kontrollen. cSC 
wurden anhand der zusatzlichen Expression des CD34- 
-" Markers (B und F) , anhand der charakteristischen 
geringen bis mittleren CD45-Antigen-Expression 
(Cund G) und anhand der charakteristischen 
Lichtstreuungs-Eigenschaf ten (D und H) identifi- 
ziert. Die absolute cSC-Anzahl wurde pro 100.000 
Mono-und Lymphozyten berechnet. 

Figur 2 zeigt eine quantitative Bestirnmung zirku- 
lierender Stammzellen mittels Durchf lusszytometrie. 
Die Figur zeigt die zeitabhangige Wirkung einer E- 
rythropoietin-Behandlung unter Verwendung von rhEPO 
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(rekombinantes menschliches Erythropoietin) nach 0, 
2, 4, 6 und 8 Wochen. n=ll, die Werte entsprechen 
Mittelwerten +/-Standardabweichung. Mediane als Li- 
nie dargestellt. 

5 *: p < 0,01 im Vergleich zu 2 Wochen; \|/ : p < 0,05 
im Vergleich zu 4 Wochen, #: p < 0,05 im Vergleich 
zu 8 Wochen. 

Figur 3 zeigt eine quantitative Bestimmung kulti- 
vierter endothelialer Vorlauf erzellen (EPC) . Die 

10 Figur zeigt, dass die rhEPO-Behandlung die Anzahl 
von EPCs erhdht. EPCs wurden vor der Behandlung re- 
naler Patienten mit rhEPO sowie 2, 4, 6 und 8 Wo- 
chen nach Behandlung der Patienten mit rhEPO iso- 
liert und anhand ihrer Adhasionsf ahigkeit und der 

15 beiden Marker acLDL-Dil und UEA-1 FITC charaketri- 
siert. n=ll, die Werte entsprechen Mittelwerten +/- 
Standardabweichung. Mediane als Linie dargestellt. 

*: p < 0,01 gegenuber dem Zeitraum vor Behandlung; 
#: p < 0,001 gegenuber dem Zeitraum vor Behandlung. 

2 0 - Beispiel 

Die Wirkung von Erythropoietin bei Patienten mit 
renaler Anamie (Hb < 10,5 g/dl) als Folge von Nie- 
renkrankheit im Endstadium (praterminale Nierenin- 
suffizienz; Creatinin-Clearance < 35 ml/min) wurde 

25 untersucht*. 11 Patienten wurden iiber einen Zeitraum 
von mindestens 8 Wochen mit Erythropoietin in wd- 
chentlichen Dosen von durchschnittlich 5000 IU rhE- 
PO (rekombinantes humanes Erythropoietin) intrave- 
nos beziehungsweise subkutan behandelt. Nach E- 

30 rythropoietin-Behandlung wurden die endothelialen 
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Vorlauf erzellen im Blut der Patienten iiber einen 
Zeitraum von 20 Wochen untersucht, wobei nach 0, 2, 
4, 6 und 8 Wochen endotheliale Vorlauf erzellen be- 
zuglich ihrer Anzahl als auch ihres Differenzie- 
rungsstatus mittels Durchf lusszytometrie und eines 
Kulturtestes analysiert wurden. 

Bei zirkulierenden peripheren Blutstammzellen 
(CPBSC) handelt es sich urn eine kleine Zellpopula- 
tion, die sowohl das CD34-Antigen als auch das 
CD45-Antigen exprimieren. Auf der Basis der ISHAGE- 
Richtlinien wurde ein Test zur Bestimmung der An- 
zahl von CPBSC mittels Durchf lusszytometrie entwi- 
ckelt (Sutherland et al., J. Hematother., 5 (1996), 
213-226) . Unter Verwendung dieses Tests wurden so- 
wohl dies Expressionsmuster von CD34- und CD45- 
Zellen als auch die Morphologie der Stammzellen be- 
stimmt. Auf diese Weise wurde sowohl die absolute 
Anzahl von CPBSC pro pi als auch der prozentuale 
Anteil von CPBSC an der Gesamtleukozytenzahl be- 
stimmt . 

Figur 1 zeigt die Ergebnisse einer FACS-Analyse 
zirkulierender CD34 + -Stammzellen auf der Basis der 
ISHAGE-Richtlinien . 

Figur 2 zeigt die Anzahl der mittels FACS-Analyse 
ermittelten CD34 + -Stammzellen iiber einen Zeitraum 
von 8 Wochen. 

Zellkultur-Test 

Mononucleare periphere Blut zellen (PBMCs) wurden 
mittels Dichtezentrif ugation iiber Ficoll aus 
menschlichen Blutproben entsprechend dem in Asaha- 
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ra, Science, 275 (1997), 964-967, beschriebenen 
Verfahren isoliert. Die Zellen wurden auf Kultur- 
platten mit Fibronectin ausplattiert und in EC- 
Basalmedium gehalten. EC-Basalmedium besteht aus 
5 EBM-2-Basalmedium (Fa, Clonetics) und EGM-2 Quots 
(hEGF; GA-1000 (Gentamicin, Amphotericin-B) FBS, 
VEGF, hFGF-B (w/heparin) , R 3 -IGF-1, Ascorbic Acid, 
Heparin) . Nach 4-t£giger Kultivierung wurden nicht- 
adharente Zellen durch Waschen der Platten ent- 

10 fernt. Die verbleibenden adharenten Zellen wurden 
mit Trypsin behandelt und erneut ausgesat. An- 
schliefiend wurden sie 7 Tage kultiviert. Zellen mit 
endothelialem Ph^notyp wurden durch Positivf arbung 
bezQglich zwei unterschiedlicher Endothelialmarker 

15 identif iziert . Dabei handelt es sich urn Dil- 
markiertes acetyliertes Lipoprotein geringer Dichte 
(acLDL-Dil) und Ulex europaeus-Aglutinin-1 (UEA-1) . 
Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Figur 3 
dargestellt . 

20 Die Ergebnisse zeigen, dass Erythropoietin endothe- 
lial Vorlauf erzellen mobilisieren und die Anzahl 
zirkulierender endothelialer Vorlauf erzellen erho- 
: hen kann. Dabei werden funktionelle Defizite, die 
unter bestimmten pathologischen Zustanden wie rena- 

25 ler Anamie auftreten, ausgeglichen. 

Mittels Durchf lusszytometrie wurde ermittelt, dass 
bei Patienten mit Nierenkrankheit im Endstadium die 
Anzahl zirkulierender CD34 + -Stammzellen der Anzahl 
zirkulierender CD34 + -Stammzellen im Blut von gesun- 
30 den Probanden entspricht. Nach Beginn der Erythro- 
poietin-Behandlung erhoht sich die Anzahl CD34 + - 
Stammzellen im Blutkreislauf signifikant urn mehr 
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als 50 %, Unter Verwendung des Zellkulturtestes 
wurde bestimmt, dass nach Behandlung .mit Erythro- 
poietin die Anzahl der Zellen, die einen endotheli- 
alen Phanotyp entwickeln, dramatisch ansteigt . In 
einem f unktionellen Zellkulturtest erhohte sich die 
stark beeintrSchtigte Fahigkeit von endothelialen 
Vorlauf erzellen urn das mehr als 3-fache. 
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5 Anspruche 

1. Verwendung von Erythropoietin und/oder Derivaten 
davon zur Stimulation der physiologischen Mobili- 
sierung endothelialer Vorlauferzellen, der Prolife- 
ration endothelialer Vorlauf erzellen, der Diffe- 

10 -renzierung endothelialer Vorlauf erzellen zu Endo- 
thelzellen und/oder der Migration endothelialer 
Vorlauferzellen in Richtung eines angiogenen oder 
vaskulogenen Stimulus. 

2. Verwendung. nach Anspruch 1, wobei die Fahigkeit 
15 sich dif f erenzierender endothelialer Vorlauferzel- 
len zur Adhasion gesteigert wird. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die 
Stimulation endothelialer Vorlauferzellen zur Bil- 
dung von Endothelgewebe fuhrt. 

20 -4. Verwendung nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, wo- 
bei die Stimulation der endothelialen Vorlauferzel- 
len zur Ausbildung neuer Blutgefalie fuhrt. 

5. Verwendung von Erythropoietin und/oder Derivaten 
davon zur Stimulation der Bildung von Endothelgewe- 

25 be. 

6. Verwendung von Erythropoietin und/oder Derivaten 
davon zur Stimulation der Vaskulogenese . 
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7. Verwendung von Erythropoietin zur Therapie von 
Krankheiten des menschlichen oder tierischen Kor- 
pers, die im Zusammenhang mit einer Dysfunktion von 
endothelialen Vorlauf erzellen und/oder von Endo- 
thelzellen stehen. 

8. Verwendung nach Anspruch 7, wobei die Dysfunkti- 
on der endothelialen Vorlauf erzellen in ihrer ge- 
storten Fahigkeit zur Proliferation, ihrer gestor- 
ten Fahigkeit zur Dif f erenzierung zu Endothelzel- 
len, ihrer gestorten Fahigkeit zur Adhasion 
und/oder ihrer gestorten Fahigkeit zur Migration in 
Richtung eines vaskulogenen oder angiogenen Stimu- 
lus besteht. 

9. Verwendung nach Anspruch 7 oder 8, wobei die 
Dysfunktion von endothelialen Vorlauf erzellen 
und/oder Endothelzellen die Bildung von Endothelge- 
webe und/oder Blutgefaften beeintrachtigt oder 
verhindert. 

10. Verwendung nach einem der Anspriiche 7 bis 9, 
wobei die Dysfunktion von endothelialen Vorlaufer- 

: zellen und/oder Endothelzellen pathogen bedingt 
ist . 

11. Verwendung nach einem der Anspruche 7 bis 10, 
wobei es sich bei den Krankheiten, die mit einer 
Dysfunktion von endothelialen Vorlauf erzellen 
und/oder Endothelzellen im Zusammenhang stehen, .urn 
Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus, Eildothel- 
vermittelte chronische Entziindungserkrankungen, En- 
dotheliose einschliefilich Retikuloendotheliose, A- 
therosklerose, koronare Herzkrankheit f Myokard- 
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Ischamie, Angina pectoris, altersbeciingte Herz- 
Kreislauf-Erkrankung, ischamische Erkrankungen der 
Extremitaten, Praeklampsie , Raynaud-Krankheit , 
schwangerschaf tsinduzierte Hypertonie und Nierenin- 
5 suffizienz, insbesondere terminale Niereninsuf f i- 
zienz, und Folgeerkrankungen davon handelt. 

12. Verwendung nach einem der Anspriiche 7 bis 11, 
wobei Erythropoietin in einer Dosis von 500 bis 
50.000 Einheiten/Woche verabreicht wird. 

10 13. Verwendung nach Anspruch 12 , wobei Erythropoie- 
tin in einer Dosis von 500 bis 2000 Einheiten/Woche 
verabreicht wird. 

14. Verwendung .von Erythropoietin zur Herstellung 
einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Therapie 

15 von Krankheiten, die mit einer Dysfunktion von en- 
dothelialen Vorlauf erzellen und/oder Endothelzellen 
im Zusammenhang stehen. 

15. Verwendung nach Anspruch 14, wobei es sich bei 
den Krankheiten, die mit einer Dysfunktion von en- 

20 . dothelialen Vorlauf erzellen und/oder Endothelzellen 
im Zusammenhang stehen, urn Hypercholesterinamie, 
Diabetes mellitus, Endothel-vermittelte chronische 
Entziindungserkrankungen, Endotheliose einschliefl- 
lich Retikuloendotheliose, Atherosklerose, koronare 

25 Herzkrankheit, Myokard-Ischamie, Angina pectoris, 
altersbedingte Herz-Kreislauf-Erkrankung, ischami- 
sche Erkrankungen der ExtremitSten, Raynaud- 
Krankheit , Praeklampsie, schwangerschaf tsinduzierte 
Hypertonie und Niereninsuf fizienz, insbesondere 



terminale Niereninsuf f izienz, und Folgeerkrankungen 
davon handelt. 

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, wobei die 
pharmazeutische Zusammensetzung zur parenteralen, 
insbesondere intravenosen, intramuskularen, intra- 
kutanen oder subkutanen Verabreichung geeignet ist. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, wobei die pharma- 
zeutische Zusammensetzung als Injektion oder Infu- 
sion vorliegt. 

18. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, wobei die 
pharmazeutische Zusammensetzung zur pulmonalen Ver- 
abreichung geeignet ist. 

19. Verwendung nach Anspruch 18, wobei die pharma- 
zeutische Zusammensetzung als wassrige L5sung, 
nicht-wassrige Losung oder Pulver vorliegt. 

20. Verwendung nach Anspruch 18 oder 19, wobei die 
pharmazeutische Zusammensetzung in Form eines Aero- 
sol-Praparates vorliegt. 

: 21. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, wobei die 
pharmazeutische Zusammensetzung zur oralen Verab- 
reichung geeignet ist. 

22. Verwendung nach Anspruch 21, wobei die pharma- 
zeutische Zusammensetzung als Losung, Suspension, 
Emulsion oder Tablette vorliegt. 

23. Verwendung nach einem der Anspruche 14 bis 22, 
wobei die pharmazeutische Zusammensetzung mindes- 
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tens einen weiteren Wirkstoff zur Stimulation endo- 
thelialer Vorlauf erzellen enthalt. 

24. Verwendung nach Anspruch 23, wobei es sich bei 
dem weiteren Wirkstoff urn VEGF, PIGF, GM-CSF 

5 und/oder einen HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor handelt. 

25. Verwendung nach Anspruch 24 , wobei der HMG-CoA- 
Reduktase-Inhibitor ein Statin wie Simvastatin, Me- 
vastatin oder Atorvastatin ist. 

26. Verwendung von Erythropoietin zur Herstellung 
10 eines transplantierbaren Endothelzell-Praparates . 

27. Verwendung nach Anspruch 26, wobei Endothelzel- 
len in vitro durch Kultivierung endothelialer Vor- 
lauf erzellen- in Gegenwart von Erythropoietin herge- 
stellt werden . 

15 28. Verwendung nach Anspruch 2 6 oder 27, wobei die 
Kultivierung der endothelialen Vorlauf erzellen in 
Gegenwart mindestens eines weiteren Wirkstoffes 
ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus VEGF, PIGF, 
GM-CSF und/oder einen HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor , 

20 ' insbesondere Simvastatin, Mevastatin oder Ator- 
vastatin, erf olgt . 

29. Verwendung von Erythropoietin zur Vorbehandlung 
von Gewebe- oder Organtransplantaten. 

30. Verwendung nach Anspruch 29, wobei die Gewebe- 
25 oder Organtransplantate unter Verwendung isolierter 

endothelialer Vorlauf erzellen erf olgt. 
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31. Verwendung von Erythropoietin zur Herstellung 
implantierbarer oder transplantierbarer zellhalti- 
ger in vitro-Organ- oder Gewebesysteme, wobei die 
in vitro-Organ- oder Gewebesysteme vor Transplanta- 

5 tion oder Implantation zur Induktion von Vaskuloge- 
nese und/oder Endothelzell-Bildung mit Erythropoie- 
tin behandelt werden. 

32. Verwendung nach Anspruch 31, wobei die in 
vitro-Organ- oder Gewebesysteme endotheliale Vor- 

10 lauferzellen enthalten. 

33. Verwendung von Erythropoietin zur Herstellung 
von Gef afiprothesen oder Herzklappen, wobei die Ge- 
f a&prothesen oder Herzklappen mit Erythropoietin 
beschichtet werden. 

15 34. Verwendung nach Anspruch 33, wobei die Be- 
schichtung der Gef afiprothesen oder Herzklappen en- 
dotheliale Vorlauf erze.llen enthalt. 

35. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 34, 
wobei Erythropoietin menschliches oder tierisches 

20 . Erythropoietin ist. 

36. Verwendung nach Anspruch 35, wobei Erythropoie- 
tin ein Derivat, ein Analog, eine Modifikation oder 
ein Mutein von Erythropoietin ist. 

37. Verwendung nach Anspruch 35 oder 36, wobei E- 
25 rythropoietin ein aus menschlichem Urin, dem Urin 

oder Plasma von an aplastischer Anamie leidenden 
Patienten, Gewebekulturen von menschlichen Nieren- 
krebszellen, die Fahigkeit zur Bildung. von mensch- 
lichem Erythropoietin aufweisenden menschlichen 
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Lymphoblastenzellen oder einer durch Zellfusion ei- 
ner menschlichen Zelllinie erhaltenen Hybridomkul- 
tur isoliertes Erythropoietin ist. 

38. Verwendung nach Anspruch 35 oder 36, wobei E- m 
5 rythropoietin ein mittels DNA-Rekombinations- 

techniken hergestelltes Erythropoietin ist. 

39. Pharmazeutische Zusammensetzung zur Stimulation 
endothelialer Vorlauf erzellen, zur Stimulation der 
Bildung von Endothelgewebe, zur Stimulation vpn 

10 Vaskulogenese und/oder zur Behandlung von Krankhei- 
ten r die im Zusammenhang mit einer Endothel- 
Dysfunktion stehen, umfassend Erythropoietin 
und/oder ein Derivat, ein Analog, eine Modifikation 
oder ein Mutein davon als Wirkstoff sowie mindes- 

15 tens einen weiteren Wirkstoff ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus VEGF, PIGF f GM-CSF und/oder 
einen HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor . 

40.. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 
39 , wobei der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor ein Sta- 
20 tin wie Simvastatin, Mevastatin oder Atorvastatin 
: ist . 
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Zusammenf as sung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung 
von Erythropoietin zur Stimulierung der physiologi- 
schen Mobilisierung, Proliferation und Differenzie- 
rung endothelialer Vorl&uf erzellen, zur Stimulie- 
rung der Vaskulogenese, zur Therapie von Krankhei- 
ten, die mit einer Dysfunktion endothelialer Vor- 
lauferzellen im Zusamraenhang stehen, und zur Her- 
stellung pharmazeutischer Zusammensetzungen zur Be- 
handlung derartiger Krankheiten sowie pharmazeuti- 
sche- Zusammensetzungen, die Erythropoietin und an- 
dere geeignete Wirkstoffe zur Stimulation endothe- 
lialer Vorlauferzellen umfassen. 
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